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Perinatale Hirnschäden tragen wesentlich zu frühkindlicher Mortalität und Morbidität bei. 
In der Vergangenheit konnten unterschiedlichste Noxen und Auslöser perinataler 
Hirnschäden wie Alterationen des Sauerstoffpartialdrucks, Medikamente, Drogen, 
Traumata und andere identifiziert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im 
Tiermodell mittels molekularbiologischer und biochemischer Methoden verschiedene 
Schädigungsmechanismen und das Neuroprotektivum rekombinantes Erythropoietin 
(rEPO) im unreifen Gehirn auf molekularer Ebene zu charakterisieren. Zudem sollte in 
einer Umfrage an deutschen Universitätskliniken eine Übersicht zum Gebrauch des 
modernen Antikonvulsivums Levetiracetam, welches im Tiermodell eine geringere 
Neurotoxizität als etablierte Antikonvulsiva aufweist, erstellt werden. 
Wir fanden, dass eine Behandlung mit rEPO sauerstoff-induzierte Apoptose in Nagetier-
Gehirnen deutlich senken kann. Zudem wurden die hyperoxie-induzierten 
Proteomveränderungen durch rEPO inhibiert. Dabei spielten Mechanismen wie 
Reduktion des oxidativen Stresses, die Normalisierung einer gesteigerten 
Caspaseaktivität und die Erniedrigung bestimmter Neurotrophine im Gehirn eine Rolle. 
Weiterhin konnten wir sowohl akute als auch langfristige Effekte auf das Proteom des 
Gehirns durch die perinatale Gabe von Dizocilpin (NMDA-Rezeptor-Antagonist) und 
Phenobarbital (GABAA-Rezeptor-Agonist) nachweisen. Unsere Ergebnisse zeigen 
Veränderungen in verschiedenen Signalwegen auf, welche durch verminderte 
neuronale Erregbarkeit moduliert werden. Hierdurch können wiederum wichtige Schritte 
der neuronalen Entwicklung beeinflusst werden, was die besondere Bedeutung der 
Signaltransduktion über NMDA- und GABAA-Rezeptoren hervorhebt.  
Da aus diesem Grund der Gebrauch von Medikamenten wie Phenobarbital mittlerweile 
kritisch gesehen wird, untersuchten wir im Rahmen einer fragebogen-gestützten 
Umfrage den klinischen „off label“ Einsatz des neuen Antikonvulsivums Levetiracetam 
bei Frühgeborenen und Reifgeborenen. Es zeigte sich, dass Levetiracetam bereits in 
vielen neonatologischen Abteilungen in Deutschland angewandt wird. Damit wird klar, 
dass dringend eine systematische Erfassung von Wirksamkeit und Nebenwirkungen 




Perinatal brain damage is a main factor for mortality and long-term morbidity in infants. 
Several mechanisms have been identified which can lead to perinatal brain injury, such 
as alterations of oxygen pressure, pharmaceuticals, drugs of abuse, and trauma. The 
aim of our study was to identify the pathways and mechanisms leading to brain damage 
on a molecular und biochemical basis and to analyze the effect of the neuroprotective 
drug recombinant erythropoietin (rEPO). A further aim was to describe the use of the 
newer and potentially less harmfull antiepileptic drug levetiracteam, which shows little 
neurotoxicity in experimental animal models and has a good safety records in adults 
and children. 
We found that the treatment with rEPO in rodents showed a reduction in hyperoxia 
induced apoptosis and lead to an inhibition of the induced proteom changes. These 
changes were accompanied by reduction in oxidativ stress levels, normalization of 
raised caspase activity, and reduction of neurotrophins in the brain.  
In a next step, we investigated acute and long term effects of the administration of 
dizocilpin (NMDA receptor antagonist) und phenobarbital (GABAA receptor agonist) on 
the developing brain proteome. Our results highlight various signaling pathways leading 
to decreased neuronal excitability, particularily when neuronal transduction was altered 
via NMDA and GABAA receptors. 
Since the use of such potentially harmful antikonvulsive drugs is seen critically, we 
studied the off label use of levetiracetam in term and preterm infants among 
neonatologists and pediatric neurologists in German university hospitals. Our results 
revealed a widespread use of this drug and thus call for randomized and controlled 
trails investigating efficacy and safety in these cohorts. 
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1. Einleitung und Zielstellung 
1.1 Entwicklung des Gehirns 
Die normale Funktion des reifen zentralen Nervensystems erfordert während dessen 
Entstehung ein zeitgerechtes Zusammenspiel verschiedener intra- und interzellulärer 
Vorgänge. Wichtige Teilschritte der Entwicklung beispielsweise von Neuronen sind 
Zellproliferation (von Vorläuferzellen), Zellmigration, Zelldifferenzierung und die Bildung 
interzellulärer Verbindungen im Sinne neuronaler Netzwerke und Modifizierung ( 1). 
Während der Migrationsvorgänge wandern sich differenzierende Neurone vom Ort ihrer 
Entstehung entlang einem Netzwerk von Gliazellen (radiäre Gliazellen) zu ihrem 
späteren Funktionsort. Zu den Differenzierungsprozessen von Nervenzellen gehören 
neben der Aussprossung von Fortsätzen auch Prozesse der Synaptogenese, also der 
Bildung von interzellulären Kontaktstellen und damit von Schaltkreisen. Dabei werden 
zunächst vorläufige Verbindungen zwischen einzelnen Zellen oder Zellverbänden 
geknüpft und diese erst nach einer erneuten Modifikation durch Apoptose bestimmter 
Zellen und einer ausgedehnten Reorganisation der Synapsen stabilisiert. Die 
Eliminierung überschüssiger Synapsen ist schließlich ein wichtiger Schritt hin zu 
spezifischen, funktionellen neuronalen Netzwerken. Apoptotische Neurodegeneration 
spielt also während der physiologischen Entwicklung des Gehirns eine wichtige Rolle 
(2 ). Sie dient der Anpassung der Neuronenzahl und repräsentiert den natürlichen 
Prozess der Auslese redundanter Neurone (3). Während der Neurogenese werden 
etwa doppelt so viele Neuronen gebildet, wie im erwachsenen Organismus überleben 
(4).  
Die Prozesse laufen dabei in den verschiedenen Abschnitten des zentralen 
Nervensystems zu unterschiedlichen Zeiten ab. Zudem ist die Geschwindigkeit, mit 
welcher sich diese Vorgänge ereignen, nicht in allen Teilen des Nervensystems 
konstant. Die von Dobbing und Sands als „brain growth spurt“ bezeichnete Phase 
beschreibt einen bestimmten Zeitraum der Entwicklung des Gehirns, der durch 
besonders rasches Wachstum gekennzeichnet ist ( 5 , 6 ) und in welcher vor allem 
Vorgänge wie Synaptogenese sowie Migrations- und Selektionsprozesse stattfinden. 
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1.2 Ursachen perinataler Hirnschäden 
Hinsichtlich der zugrundeliegenden Schädigungsmechanismen konnten in der 
Vergangenheit verschiedene Auslöser perinataler Hirnschädigungen identifiziert 
werden, wie z. B. die Beeinflussung von Neurotransmittersystemen, Traumata und 
Alterationen des Sauerstoffpartialdrucks (pO2) (7, 8, 9, 10, 11, 12). 
Es kann sowohl eine Hypoxie als auch eine Hyperoxie das unreife Gehirn schädigen 
(13, 14, 15, 16). Während Hyperoxie gerade das Gehirn Frühgeborener gefährdet, sind 
perinatale Hirnschäden Reifgeborener oftmals durch Hypoxie-Ischämie verursacht. 
Unter physiologischen Bedingungen erfährt das Ungeborene intrauterin eine konstante 
Perfusion und damit eine gleichmäßige Versorgung mit Sauerstoff. Dabei ist der 
Sauerstoffpartialdruck (pO2) im Mutterleib mit circa 25 mmHg viel niedriger als postnatal 
in ‚physiologischer’ Raumluft. Um den Sauerstoff aus dem mütterlichen Blut 
aufzunehmen, wird während der Fetalperiode fetales Hämoglobin gebildet, welches 
eine viel höhere Sauerstoffaffinität als adultes Hämoglobin aufweist. Dadurch wird eine 
ausreichende Versorgung des Fötus mit Sauerstoff ermöglicht. Beim Frühgeborenen 
findet postnatal diese konstante Versorgung über die Mutter nicht mehr statt. Eine 
vorzeitige Geburt bedeutet folglich für das Frühgeborene eine vorzeitige Konfrontation 
mit einer relativ zu hohen Sauerstoffkonzentration. Erschwert wird dieser Umstand 
durch eine Unreife der Lunge und des Hirnstamms (17) sowie durch nicht vollständig 
ausgebildete Abwehrmechanismen gegenüber Sauerstoffradikalen ( 18 ). Zusätzlich 
können perinatale Infektionen das Frühgeborene mit noch mehr Radikalen belasten 
(19). Auch wenn der Einsatz von Sauerstoff als therapeutisches Mittel zurückhaltender 
erfolgen sollte (20, 21), so ist eine Behandlung mit Sauerstoff allerdings oft bei vielen 
Frühgeborenen unumgänglich. Auf der anderen Seite kann es durch eine perinatale 
Asphyxie zu einer hypoxisch-ischämischen Minderversorgung kommen, die zu 
Organschäden und im Speziellen zu Gehirnschädigungen führen kann. Mögliche 
neurologische Erkrankungen wie eine infantile Zerebralparese, motorische und mentale 
Retardierung, Epilepsie und Sehschwäche können als Folge entstehen ( 22 , 23 ). 
Insgesamt tritt die perinatale Asphyxie bei 2-3 von 1000 Lebendgeborenen auf (24). Bei 
Reifgeborenen führt sie typischerweise zu Läsionen im Bereich der Basalganglien und 
des Thalamus (25). Im Unterschied dazu kommt es bei Frühgeborenen häufig zur 
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sogenannten periventrikulären Leukomalazie, bei sehr unreifen Frühgeborenen vor 
allem zu intra- bzw. periventrikulären Hirnblutungen. 
Weiterhin kann eine veränderte synaptische Aktivität unter anderem an -
Aminobuttersäure (GABAA)-Rezeptoren (Barbiturate, Benzodiazepine, Anästhetika), an 
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren (Ketamin, NO) sowie an Natrium-Kanälen 
(Phenytoin, Valproat) zu einem ausgedehnten Verlust vieler Neurone durch 
programmierten Zelltod (Apoptose) führen, wie in verschiedenen Studien an Nagetieren 
gezeigt werden konnte (8, 9). Viele dieser apoptose-auslösenden Wirkstoffe werden 
sowohl in der Pädiatrie als auch in der geburtshilflichen Medizin im Rahmen von 
Sedierung, Narkose und zur Behandlung von Krampfanfällen eingesetzt. Die genannten 
neurotoxischen Effekte haben im Nagetiermodell vor allem während der Phase des 
schnellen Hirnwachstums deletäre Folgen. 
 
1.3 Neuroprotektive Strategien 
Der Neuroprotektion des unreifen Gehirns kommt in der modernen Medizin eine 
besondere Bedeutung zu, da perinatale Hirnschäden eine Hauptursache für Morbidität 
und Mortalität Neugeborener darstellen (26). Neuroprotektive Maßnahmen, die bereits 
klinische Anwendung finden bzw. in der Vergangenheit verfolgt wurden, umfassen u.a. 
eine permissive Hypothermie ( 27 , 28 ) oder die Gabe von Substanzen wie 
Granulozyten-kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) (29, 30) oder Erythropoietin (EPO) 
( 31 , 32 , 33 , 34 , 35 ). Dabei rückt die nicht-hämatopoetische Wirkung von 
rekombinantem Erythropoietin (rEPO) seit einigen Jahren zunehmend in den 
Vordergrund. Neben einer Reihe von Arbeiten (36, 37, 38), die einen neuroprotektiven 
Effekt von hochdosiertem rEPO zeigten, konnte in einer neueren Untersuchung von 
Dame et al gezeigt werden, dass die molekularen Mechanismen der Wirkung von EPO 
abhängig von unterschiedlich regulierten EPO-Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren 
sind (39). Das für Frühgeborene zugelassene rEPO hat in der Therapie und Prävention 
der Frühgeborenenanämie (36) in den letzten Jahren an Bedeutung verloren. Der 
Einsatz wird aufgrund mangelnder Effektivität bei der Vermeidung von 
Bluttransfusionen und bezüglich der Nebenwirkungen (z.B. Retinopathie, 
nekrotisierende Enterokolitis, intraventrikuläre Hämorrhagie) kritisch hinterfragt ( 40). 
Des Weiteren wurden in experimentellen Studien vielversprechende Ansätze wie die 
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Reduktion des oxidativen Stresslevels durch Antioxidantien oder Chelatbilder wie 
Deferoxamin untersucht (41, 42, 43, 44). 
Neuroprotektive Strategien umfassen außerdem Maßnahmen wie die Vermeidung der 
Gabe neurotoxischer Medikamente, da z. B. für die Therapie von Schwangeren als 
auch von Neugeborenen und Kleinkindern mit Antikonvulsiva bleibende Schäden des 
sich entwickelnden Gehirns gezeigt werden konnten (45, 46, 47, 48, 49, 50). Hohe 
Spiegel im mütterlichen Blut und die Kombinationen aus mehreren Antiepileptika gehen 
mit einem erhöhten Risiko einer Schädigung auf das menschliche Kind einher (51). 
 
1.4 Zielstellung 
Ziel der vorgestellten Arbeiten war es, die der neuroprotektiven Wirkung von rEPO 
zugrundeliegenden Signalwege im Hyperoxie-Modell des Nagetiers zu beschreiben, da 
ein neuroprotektiver Effekt von rEPO bereits mehrfach nachgewiesen wurde. Weiterhin 
untersuchten wir den Einfluss von Dizocilpin (NMDA-Rezeptor Antagonist) und von 
Phenobarbital (GABAA-Rezeptor Agonist) auf das Proteom des sich entwickelnden 
Gehirns, da für diese Wirkstoffe potentiell schädliche Auswirkungen bereits 
nachgewiesen wurden. Da aus diesem Grund der Gebrauch von Medikamenten wie 
Phenobarbital mittlerweile kritisch gesehen wird, untersuchten wir außerdem im 
Rahmen einer Umfrage den klinischen Einsatz des neuen Antikonvulsivums 
Levetiracetam (LEV) in der Neonatologie an deutschen Universitätskliniken und 
erfassten dabei Verträglichkeitseinschätzungen der befragten Ärzte. Vorausgehende 
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass dieses Antiepileptikum 




2.1 Modelle perinataler Hirnschädigung 
In der modernen Neurowissenschaft existieren verschiedene klinische und 
experimentelle Modelle mit deren Hilfe die Pathomechanismen untersucht werden 
können, die das sich entwickelnde Gehirn betreffen. Vor allem experimentelle Studien 
an Säugetieren haben dabei zu einem tiefen Verständnis der Entwicklung des Gehirns 
bzw. verschiedenen störenden Einflüssen geführt. Voraussetzung für die 
Übertragbarkeit von experimentell gewonnen Erkenntnissen auf den Menschen ist 
dabei die Vergleichbarkeit der Entwicklungsgeschwindigkeit von Menschen und 
anderen Säugetieren. Das Entwicklungsalter des Gehirns von Mensch und Nagetier 
lässt sich hierbei durch das Vorhandensein bestimmter Marker-Regionen vergleichen, 
auch dann, wenn das exakte Lebensalter nicht das gleiche ist. Bei Mäusen und Ratten 
ereignet sich die Phase des „rapid growth spurt“ in den ersten zwei bis drei 
Lebenswochen (53), d.h. ausschließlich postnatal. Im Gegensatz dazu beginnt der 
vergleichbare Zeitraum beim Menschen schon pränatal im sechsten 
Schwangerschaftsmonat, erreicht seinen Höhepunkt rund um die Geburt und endet im 
dritten Lebensjahr (6). 
 
2.2 Tierversuche 
Im Rahmen der Untersuchungen zum Effekt von rEPO auf die Hyperoxie induzierte 
Hirnschädigung wurden C57BL/6-Mäuse (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) und 
Wistar Ratten (Charité) eingesetzt. Sechs Tage alte Jungtiere wurden randomisiert den 
verschiedenen Versuchsgruppen zugeordnet. Die Tiere wurden zusammen mit einem 
Muttertier für unterschiedliche Zeitspannen (2, 6, 12, 24, 48 Stunden (h)) einer 
Hyperoxie mit 80% Sauerstoff ausgesetzt. Kontrolltiere wurden bei Normoxie gehalten. 
Unmittelbar vor der Hyperoxie erhielten die Versuchstiere randomisiert 20.000 
internationale Einheiten (I.E.) rEPO (Recormon®) je kg Körpergewicht (KG) oder 
physiologische Kochsalzlösung (0,9% NaCl) intraperitoneal (i.p.). 
Für die Untersuchung des antiapoptotischen Effekts von rEPO mittels DeOlmos 
Silberfärbung wurde eine fünfte Gruppe mit Hyperoxie über 24 h und einer Injektion von 
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10.000 IE/kg KG rEPO i.p. behandelt. Nach Tötung und Dekapitation der Tiere wurden 
die Gehirne entnommen, das Kleinhirn verworfen, die Hemisphären sagittal geteilt und 
anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Für eine optimale Vergleichbarkeit 
wurden die Proteinextrakte der Mäuse von jedem nach Alter und Geschlecht gepaartem 
Probenpaar gemeinsam mittels der zweidimensionalen Elektrophorese (2-DE) 
untersucht. 
Für die Untersuchungen zu NMDA- oder GABAA-Rezeptor-vermittelter 
Neurotransmission auf den sich entwickelnden Neokortex wurden C57BL/6-Mäuse 
(Charles River) mit Phenobarbital (Desitin, Hamburg, Deutschland) 30 mg/kg KG i.p. 
und CD1-Mäuse (Charles River) mit Dizocilpin (MK801; Tocris, Bristol, England) 0,5 
mg/kg KG i.p. oder physiologischer Kochsalzlösung am postnatalen Tag 6 (P6) 
behandelt. Die Veränderungen des Proteoms der behandelten Mäuse wurden dabei 
nach einem Tag (P7), nach einer Woche (P14) und nach vier Wochen (P35) untersucht. 
Um zu untersuchen, inwieweit die durch Phenobarbital und Dizocilpin induzierten 
Hirnproteinveränderungen spezifisch für junge Nagetiere sind, wurden acht Wochen 
alte Mäuse ebenfalls einer Behandlung mit diesen Wirkstoffen oder NaCl behandelt und 
anschließend das Proteom dieser Tiere untersucht. Die Gehirne wurden nach 
Dekapitation der Tiere entnommen und der frontale, parietale, zinguläre und 
retrospleniale Kortex der linken Hemisphäre des Gehirns isoliert. Nach Extraktion des 
Gesamtproteins ( 54 ) erfolgte ein Vergleich von alters- und geschlechtsgepaarten 
Proben. Die Konzentrationen des Gesamtproteins wurden mithilfe des Bio-Rad 
Detergent Compatible Protein Assay nach dem Protokoll des Herstellers bestimmt. 
 
2.3 Histologische Untersuchung und Quantifizierung von Zelltod in 
unterschiedlichen Hirnregionen 
Die Untersuchung der Anzahl an degenerierten Zellen erfolgte mittels DeOlmos 
Silberfärbung von Gehirn-Paraffinschnitten der Versuchstiere (55). Apoptotische Zellen 
zeigten dabei eine ausgeprägte dunkle Erscheinung durch die Silberimprägnierung. Der 
Grad der Apoptose der verschiedenen Hirnregionen wurde mittels stereologischer 
Dissektion („stereological dissector“) bestimmt ( 56 ). Gemessen wurde die 
durchschnittliche numerische Dichte degenerierter Zellen (Zellen/mm3). 
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2.4 Untersuchung der Proteincarbonylierung 
Um das Ausmaß der Carbonylgruppen als Marker für oxidativen Stress zu untersuchen, 
erfolgte eine Proteinextraktion des Gesamthirnlysats der behandelten Tiere. 
Proteinproben wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und mittels OxyBlot Protein 
Oxidation Detection Kit (Chemicon) entsprechend der Anweisungen des Herstellers 
untersucht. 
 
2.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese 
Proteinextrakte wurden auf 2-DE-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt ( 57 ). Dabei 
wurden die Proteine zunächst in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen 
Punkt (isoelektrische Fokussierung, IEF) und anschließend nach ihrem 
Molekulargewicht mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt. Die Kombination der beiden orthogonal zueinander ausgeführten 
Trenntechniken resultiert in einer besonders hohen Auflösung. In den dadurch 
entstandenen Gelen (40 cm (IEF) x, 30 cm (SDS-PAGE) x, 0,75 mm Dicke) wurden die 
Proteine durch eine hochsensitive Silberfärbung visualisiert (58). 
Die Bewertung der Gele erfolgte zunächst durch erfahrene Untersucher an einem 
Leuchtkasten (Biotec-Fischer, Reiskirchen, Deutschland). Die Proteine waren in den 
gefärbten Gelen als sogenannte Spots („Flecken“) erkennbar. In einem 2-DE-Gel kann 
ein Protein durch einen Spot dargestellt sein oder durch ein Muster multipler Spots 
(Isopspots), verursacht durch eine ko- und/oder posttranslationale Modifikation des 
ursprünglichen Proteins. Die Spots wurden hinsichtlich ihrer An- oder Abwesenheit, auf 
quantitative Abweichungen sowie auf ein verändertes Bewegungsmuster innerhalb des 
Gels untersucht. Ein verändertes Bewegungsmuster, auch Driftbeweglichkeit genannt, 
bedeutet, dass das Protein an eine andere Position im Gel wandert. Hervorgerufen wird 
dies durch eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes und/oder durch 
Veränderungen des Molekulargewichts. Eine dadurch geänderte Spotintensität 
entspricht einer Abnahme der relativen Konzentration eines unmodifizierten Proteins. 
Nach der visuellen Analyse der Gele erfolgte eine exakte Bestimmung der 
Spotintensitäten mittels der ProteomweaverTM imaging software Version 4.0.0.5 
(Definiens, München, Deutschland), welche eine automatisierte Messung der relativen 
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Intensitäten erlaubt. Von den fertig entwickelten 2-DE-Gelen wurden hierzu digitale 
Bilder erzeugt. Dies geschah durch Scannen der Gele mit einem Densitometer. 
Anschließend erfolgte eine automatische Spot Detektion und Gel Normalisierung sowie 
ein Spot Abgleich zwischen allen untersuchten Gelen. Die relativen 




Zur Proteinidentifizierung wurden im Rahmen der rEPO-Studie 2-DE-Gele mit einer MS-
kompatiblen Silberfärbung gefärbt ( 59 ). Es wurden hierfür die gleichen 
Laufbedingungen wie bei den analytischen Gelen angewandt. Weiter zu untersuchende 
Proteinspots wurden aus dem 2-DE-Gel ausgeschnitten, einem Verdau mit Trypsin 
unterzogen und die entstehenden Fragmente mithilfe einer Nano-Hochleistungs-
Flüssigkeitschromatographie (nHPLC) (Dionex/LC Packings, Amsterdam, 
Niederlande)/ESI-MS (Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometrie) oder -MS/MS an 
einer LCQ Deca XP Ionen Falle (Thermo Finigan, Waltham, MA, USA) analysiert. Dabei 
war die nHPLC direkt an die ESI-MS-Untersuchung gekoppelt. Die Erfassung der ESI-
MS-Daten erfolgte durchgehend während des gesamten Chromatographielaufs. Die 
Rohdaten wurden durch den TurboSEQUEST-Algorithmus extrahiert, autolytische 
Trypsinfragmente und bekannte Keratinpeptide wurden anschließend gefiltert. Die 
gewonnenen Massenspektren wurden mit Hilfe einer automatisierten Suche in der 
Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, 
USA) abgeglichen. 
Für die Untersuchungen zum Einfluss veränderter Neurotransmission auf das Proteom 
des sich entwickelnden Gehirns wurden die Proteine wie bereits oben beschrieben 
elektrophoretisch getrennt und anschließend mit Hilfe der Massenspektrometrie 
identifiziert. War keine eindeutige Zuordnung des Proteinspots möglich, so erfolgten 
hier allerdings zusätzliche Verdauschritte für eine Analyse durch MALDI-MS. Dabei 
wurden Massenspektren von Peptidgemischen mit Hilfe eines Bruker Reflex IV MALDI-
TOF (time of flight) Massenspektrometers (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, 
Deutschland) im Reflektor Betrieb generiert. Für die Datenverarbeitung wurde die 
Software XMASS/NT 5.1.16 (Bruker Daltonik GmbH) verwendet. Falls auch diese 
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Analyse mittels MALDI-MS keine exakte Identifizierung eines Proteinspots erlaubte, 
wurde der Spot aus der Studie ausgeschlossen. 
 
2.7 Semiquantitative Real-time-PCR 
Für die semiquantitative Real-time-Polymerase-Kettenreaktion erfolgte nach Tötung 
und Dekapitation der Versuchstiere die Entfernung des Riechkolbens und des 
Kleinhirns. Anschließend wurden die Gehirnhälften im flüssigen Stickstoff 
schockgefroren. Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mittels einer 
Phenol/Chloroform-Extraktion. Nach Transkribierung und Amplifikation der 
entstandenen cDNA erfolgte eine Polyacrylamid Gelelektrophorese und anschließende 
Silberfärbung sowie densitometrische Untersuchung mit dem Bildanalyseprogramm 
BioDocAnalyze (Whatman Biometra, Göttingen, Deutschland). Die RT-PCR wurde für 
Brain-derived-neurotrophic-Faktor (BDNF), Collapsing-response-mediator-Protein 
(Crmp) 2 und 4 messenger RNA (mRNA) durchgeführt. 
 
2.8 Messung der Caspase-2- und Caspase-8-Enzymaktivität 
Die Aktivität der Enzyme Caspase-2 und -8 wurde mit Hilfe eines Fluoreszenz-Assays 
(Caspase-2; Chemicon, Planegg-München, Deutschland; Caspase-8; Sigma, St. Louis, 
MO, USA) nach den Protokollen des Herstellers gemessen. 
 
2.9 Western Blots 
Western Blots wurden angefertigt, um Isospots von Collapsin-response-mediator 
Protein-2 (CRMP2) und Phosphoprotein-enriched-in-Astrocytes-Protein 15 (PEA15) zu 
identifizieren sowie um die Konzentrationen der Proteine Caspase-2, -3, -8, BDNF, 
Extracellular-signal-regulated-Kinasen 1 and 2 (ERK1/2), phospho-ERK1/2, Akt, 
phospho-Akt, Crmp2, Crmp4, and glyoxalase 1 (Glo1) zu untersuchen. 
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2.10 Fragebogen zum Gebrauch von Levetiracetam 
Um den Gebrauch von Levetiracetam bei Säuglingen zu erfassen, wurde ein 
Fragebogen an Neonatologen und Neuropädiater aller 36 Universitätskliniken in 
Deutschland versandt. Von Interesse war vor allem, seit wann Erfahrung im Umgang 
mit Levetiracetam bestand und wie viele reife und unreife Neugeborene behandelt 
worden waren. Weiterhin wurden die durchschnittliche applizierte Dosis, die subjektiv 
eingeschätzte Wirksamkeit und etwaige beobachtete Nebenwirkungen unter 
Levetiracetam abgefragt. Schließlich wurde erfasst, ob Levetiracetam als Monotherapie 
oder in Kombination mit anderen Pharmaka eingesetzt wurde und ob das Medikament 




3.1 Untersuchung zum protektiven Effekt von Erythropoietin auf das sich 
entwickelnde Gehirn im Hyperoxieversuch und die Veränderungen am 
Proteom 
(Erythropoietin protects the developing brain from hyperoxia-induced cell death and 
proteome changes, 2008) 
 
In infantilen Rattengehirnen induzierte eine Hyperoxie eine disseminierte apoptotische 
Neurodegeneration, was wir mittels einer Silberfärbung zeigen konnten. Eine 
signifikante Reduktion der Apoptoserate zeigte sich nach einer einmaligen Behandlung 
der Versuchstiere mit rEPO vor der 24-stündigen Hyperoxie. Dabei war die Protektion 
mit 20.000 I.E. rEPO/kg KG ausgeprägter als unter 10.000 I.E. 
Nach Hyperoxie und rEPO konnten am Gehirnproteom der Versuchstiere 
reproduzierbare qualitative Unterschiede an 25 Proteinspots mittels 2-DE-Gelen 
nachgewiesen werden ( 60 ). Die Unterschiede in der Spotintensität lagen dabei 
zwischen +10 und -40%. Ebenfalls konnten wir bei sieben Proteinen 
Mobilitätsunterschiede nachweisen, was auf Proteinmodifikationen bzw. Veränderungen 
des isoelektrischen Punkts rückschließen lässt. Durch die Massenspektrometrie wurden 
24 Proteine identifiziert. Die Proteine, die in signifikant veränderter Konzentration nach 
Hyperoxie und Behandlung mit rEPO vorlagen, spielen dabei eine wichtige Rolle in der 
Abwehr freier Radikale, bei der Apoptose und der Regulation des Zellwachstums. rEPO 
inhibierte die meisten der beobachteten Proteomveränderungen, welche nach 
Hyperoxie aufgetreten waren. 
In einem nächsten Schritt untersuchten wir den Effekt von rEPO auf das Proteom im 
Vergleich zu NaCl unter normoxischen Bedingungen. Hierbei konnten qualitative 
Unterschiede in 37 Proteinspots festgestellt werden. Die Intensitätsunterschiede lagen 
dabei zwischen +10 und -40%. Ebenfalls konnten wir Mobilitätsunterschiede bei fünf 
Proteinen feststellen. Durch die MS wurden 36 der 37 Proteine identifiziert. Die 
veränderten Proteine nach rEPO-Gabe spielen eine wichtige Rolle bei Prozessen wie 
oxidativem Stress, Inflammation, Zellwachstum und Bildung neuronaler Schaltkreise. 
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Mit Hilfe von Western Blot und Aktivitätsassay konnten wir eine Steigerung der 
Konzentration der Caspasen 2, 3 und 8 sowie der Aktivität der Caspase 2 und 8 im 
neonatalen Rattengehirn durch Hyperoxie nach 6-48 h nachweisen. Die Konzentration 
der Caspasen stieg  nach 12 h an und war auch 48 h nach Behandlungsbeginn noch 
erhöht messbar. rEPO führte zu einer signifikanten Senkung sowohl der 
Enzymkonzentrationen als auch der gesteigerten Aktivität der Caspase-2, -3 und -8. Die 
alleinige Behandlung mittels rEPO ohne Änderung des pO2 führte zu keinem 
signifikanten Unterschied der Enzymaktivität. Die Behandlung mit rEPO induziert 
weiterhin quantitative und qualitative Veränderungen mehrerer Proteine, welche mit 
oxidativem Stress assoziiert sind wie beispielsweise Peroxiredoxin-Isoformen, 
Glyoxalase 1 und Latexin. 
Um zu untersuchen, in wie weit eine reduzierte Apoptoserate mit einer Reduktion des 
oxidativen Stresses in Verbindung gebracht werden kann, untersuchten wir infantile 
Nagetiergehirne bei Hyperoxie und Normoxie nach Behandlung mit rEPO oder NaCl. 
Als allgemeiner Marker für oxidativen Stress fungierte dabei das Ausmaß der 
Proteincarbonylierung. 
Mittels semiquantitativer RT-PCR und Western Blot konnten wir außerdem zeigen, dass 
Hyperoxie zu einer Reduktion des neurotrophen Faktors BDNF im Gehirn der 
neonatalen Ratte führt. Zudem wurden die phosphorylierten Formen der Kinasen Akt 
sowie ERK1/2 nach Hyperoxie signifikant herabreguliert. Durch die Gabe von 20.000 
I.E. rEPO vor der Hyperoxie konnte eine signifikante Erhöhung von BDNF, pAkt und 




3.2 Die Auswirkungen veränderter Neurotransmission am NMDA- und 
GABAA-Rezeptor auf das Proteom des sich entwickelnden Neokortex 
(Brief alteration of NMDA or GABAA receptor-mediated neurotransmission has long 
term effects on the developing cerebral cortex, 2008) 
 
Wir untersuchten in einer weiteren Forschungsarbeit die Auswirkung veränderter 
Neurotransmission auf das Proteom des sich entwickelnden Neokortex (61). In einem 
ersten Schritt untersuchten wir die physiologischen Veränderungen des Proteoms, 
welche während der normalen Entwicklung des Gehirns ablaufen. Dazu wurde das 
Gesamtprotein des linkshemispheriellen Kortex elektrophoretisch getrennt und 
anschließend silbergefärbt. Bei ca. 6000 detektierten Proteinen konnte eine mit dem 
Alter der Versuchstiere zunehmende Komplexität des Proteoms beobachtet werden. 
Dies werteten wir als Folge einer zunehmenden Zahl von Proteinen bzw. dem 
gleichzeitigen Vorkommen verschiedener Isoproteine. Letzteres ist wiederum die Folge 
von ko- und/oder posttranslationaler Modifizierung des ursprünglichen Proteins und 
führt zu Veränderungen des Molekulargewichts, des isoelektrischen Punkts und der 
Konformation und letztlich zu einer veränderten Position des Proteins nach Wanderung 
im Gel. Wir teilten die Proteine in verschiedene Expressionsgruppen ein. Proteine, 
welche zu einem frühen Zeitpunkt der Hirnentwicklung nachweisbar waren, aber im 
weiteren Verlauf nicht mehr auftraten, ordneten wir der frühen Expressionsgruppe zu. 
Proteine, welche nur zu einem späten Zeitpunkt nachweisbar waren, wurden der späten 
Gruppe zugeteilt. Vervollständigt wurde diese Einteilung durch eine transiente Gruppe 
von Proteinen, welche nur innerhalb eines bestimmten Zeitraums nachweisbar waren 
und eine stabile Gruppe von Proteinen, welche nahezu unverändert über den gesamten 
beobachteten Zeitraum nachweisbar waren. Wir konnten des Weiteren beobachten, 
dass diese Klassifikation letztlich nicht für die Gesamtheit aller Isoproteine eines 
Proteins galt. So wurde beispielsweise Crmp2 mittels Gelelektrophorese der frühen 
Expressionsgruppe zugeordnet. In der Western Blot Analyse und anschließender MS 
waren hingegen bestimmte Isoproteine von Crmp2 ausschließlich zu einem späten 
Zeitpunkt nachweisbar. 
In einem nächsten Schritt konnten wir nun zeigen, dass die einmalige Behandlung mit 
Dizocilpin oder Phenobarbital zum Zeitpunkt P6 nicht nur kurzfristige, sondern auch 
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langfristige Effekte auf den zerebralen Kortex hat. Durch Vergleich der Gele der 
Kontrolltiere mit denen der behandelten Tiere konnten reproduzierbare qualitative und 
quantitative Unterschiede in 28 (P7), 14 (P14) und 18 (P35) Proteinspots der mit 
Dizocilpin und in 24 (P7), 19 (P14) und vier (P35) der mit Phenobarbital behandelten 
Tiere gezeigt werden. Die Intensitätsunterschiede lagen dabei zwischen 10-150%. 
Außerdem konnte bei sechs Proteinen eine veränderte elektrophoretische Wanderung 
nachgewiesen werden. Mithilfe der MS wurden von den o.g. Proteinveränderungen 25, 
12 und 16 (Dizocilpin) sowie 19, 18 und vier (Phenobarbital) Proteine zu den 
Zeitpunkten P7, P14 und P35 identifiziert. 
Die unterschiedlich regulierten Proteine konnten dabei allen vier oben genannten 
Expressionsgruppen zugeordnet werden. Die Expression einiger Proteine war sowohl 
nach Gabe von Dizocilpin als auch mit Phenobarbital verändert. Dies konnte z. B. bei 
Peroxiredoxin 1 und 2, ein wichtiges Protein bei der Abwehr freier Radikale, beobachtet 
werden. Dizocilpin induzierte außerdem zwei bzw. vier Wochen nach der Behandlung 
eine Änderung der Carboanhydrase. Diese Veränderungen traten nach Behandlung 
des adulten Gehirns nicht auf. 
Weiterhin konnten wir Veränderungen von Proteinen zeigen, welche wichtige 
Funktionen im Rahmen von Proliferation bzw. Ausbildung neuronaler Netzwerke haben. 
Dies konnte für Rab- und Rho-GDP-Dissoziationsinhibitor-1-Protein (RABGDI1 und 
RHOGDI1) in der Dizocilpin-Gruppe und für die Crmp Isoformen 1, 2 und 4, Profilin 2 
nach Behandlung mit Dizocilpin oder Phenobarbital gezeigt werden. 
Um einen möglichen Unterschied in der unterschiedlichen Regulation von Crmp bereits 
auf RNA-Ebene zu untersuchen, führten wir eine semiquantitative RT-PCR durch. Hier 
konnten wir zeigen, dass es zu einer Zunahme von Crmp2 und Crmp4 mRNA 
Konzentrationen sechs und 12 h nach der medikamentösen Therapie gekommen war, 
welche auch über 24 h später noch nachweisbar war. Die Effekte von Dizocilpin und 
Phenobarbital waren dabei abhängig vom Entwicklungsalter und traten bei der 
Behandlung adulter Tiere nicht auf. 
Die beobachteten Proteomveränderungen lassen auf eine Fehlregulation von Proteinen 
schließen, welche bei Apoptose, bei oxidativem Stress, im Rahmen von Inflammation, 
Zellproliferation und der Entstehung neuronaler Netzwerke eine Rolle spielen. Der 
Behandlungszeitpunkt scheint von Bedeutung zu sein, da die beschriebenen 
Veränderungen nicht nach einer Behandlung des reifen Gehirns auftraten. Eine 
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Ausnahme stellen die Proteasom-α5-Untereinheit (PSAM5), Prohibitin (PHB) sowie das 
nukleäre Ribonucleoprotein-A3 (HNRNPA3) dar. Die Ergebnisse ergänzen die bereits 
früher beobachteten ausgedehnten apoptotischen Veränderungen und verminderte 
Zellproliferation nach einer Behandlung mit Dizocilpin oder Phenobarbital (8, 9). 
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3.3 Die Behandlung von Neugeborenen mit Levetiracetam 
(Treating Neonates with Levetiracetam: a survey among German University Hospitals, 
2011). 
Wir untersuchten deutschlandweit die Anwendung des neueren Antiepileptikums 
Levetiracetams bei Neugeborenen an Universitätskliniken mittels eines standardisierten 
Fragebogens (62). Wir erhielten von 35 der 36 angeschriebenen Universitätskliniken 
einen ausgefüllten Antwortbogen. In 46% der kontaktierten Kliniken war Levetiracetam 
zumindest einmal verwendet worden, in den meisten Fällen innerhalb der letzten drei 
Jahre und überwiegend bei Reifgeborenen. In sechs Kliniken wurde das Medikament 
auch bei Frühgeborenen angewendet. An den meisten Krankenhäusern wurde 
Phenobarbital bei Anfällen von Neugeborenen vor der Benutzung von Levetiracetam 
appliziert. In fünf Krankenhäusern bestand bereits größere Erfahrung in der Behandlung 
mit Levetiractam bei Neugeborenen (12-38 Fälle). In den restlichen Häusern lag die 
Anzahl der behandelten Patienten zwischen einem und acht Kindern. Die 
Durchschnittsdosis lag bei 40 mg/kg/d, wobei die Dosierungen von 10 bis 80 mg/kg/d 
reichten. Bei ca. 55% der Patienten wurde nach der Gabe von Levetiracetam eine 
vorübergehende Anfallsfreiheit erreicht. In 65 von 172 beschriebenen Fällen konnte 
eine längere Anfallsfreiheit erreicht werden. Nebenwirkungen wurden insgesamt selten 
beobachtet. Aus sechs Krankenhäusern wurde über Agitation, Schlafstörungen, 
Hyperkinesie, Müdigkeit, Thrombozytopenie und Leberfunktionsstörung berichtet sowie 
einmalig von einer Blutauflagerung auf dem Stuhl eines Neugeborenen. Ein direkter 
Zusammenhang zur Verwendung von Levetiracetam konnte jeweils nicht gezeigt 
werden. Insgesamt bestand seitens der befragten Mediziner großes Interesse an 
weiteren Studien bzw. der Teilnahme an einem Register, um die Anwendung von 





Der Neuroprotektion des unreifen Gehirns kommt in der modernen Medizin eine 
besondere Bedeutung zu, da perinatale Hirnschäden eine Hauptursache für Morbidität 
und Mortalität in diesem Lebensabschnitt darstellen. Der Zeitpunkt der größten 
Vulnerabilität des sich entwickelnden Gehirns fällt dabei zeitlich zusammen mit dem 
Zeitpunkt des schnellsten Gehirnwachstums, welcher bei Menschen in der mittleren 
Schwangerschaft beginnt und bis zum dritten postnatalen Jahr andauert. In der 
Vergangenheit konnte mehrfach die stark apoptotische Wirkung einer Hyperoxie auf 
das sich entwickelnde Gehirn von Nagetieren nachgewiesen werden (17, 63 ). In 
klinischen Studien konnte zudem gezeigt werden, dass eine erhöhte 
Sauerstoffkonzentration mit einem schlechteren neurologischen Ergebnis bei 
Überlebenden einer Frühgeburt assoziiert ist (64, 65). Das ZNS von Frühgeborenen 
reagiert besonders empfindlich auf den durch freie Radikale vermittelten oxidativen 
Stress (66). Frühgeborene zeigen außerdem nicht nur eine Entwicklungsunreife ihrer 
Abwehr gegenüber freien Radikalen, sondern sind zusätzlich einer relativen Hyperoxie 
ausgesetzt, verglichen mit dem intrauterin herrschenden Milieu. Wir konnten zeigen, 
dass die ausgedehnten Veränderungen, welche durch eine Hyperoxie induziert werden, 
zum Teil durch die Gabe von rEPO verhindert werden können. Dies konnte sowohl auf 
histologischer als auch auf Protein- und Nukleinsäureebene nachgewiesen werden. In 
unseren Studien zeigen wir außerdem mögliche, in diesen Prozess involvierte, 
molekulare Mechanismen. Wir vermuten, dass eine systemische rEPO-Gabe das 
unreife Gehirn vor hyperoxie-induzierten Schäden schützen kann. Dabei erfolgt 
bezüglich der klinischen Anwendung von rEPO aktuell eine rege Diskussion über die 
Sinnhaftigkeit dieser Intervention bezüglich der Vermeidung von Bluttransfusionen. 
Auch therapeutische Maßnahmen wie die Gabe von Benzodiazepinen oder 
Phenobarbital können das sich entwickelnde Gehirn schädigen. So konnten wir zeigen, 
dass die einmalige Behandlung mit Dizocilpin oder Phenobarbital zu einem bestimmten 
Zeitpunkt, langfristige Effekte auf das sich entwickelnde Nervensystem hat. Die 
beobachteten Proteomveränderungen zeigen eine Fehlregulation von Proteinen, die bei 
der Apoptose, bei oxidativem Stress, im Rahmen von Inflammation, Zellproliferation und 
bei der Entstehung neuronaler Netzwerke eine Rolle spielen. Unsere Ergebnisse sind 
aus klinischer Perspektive hochrelevant, da sowohl die Sauerstoffgabe als auch eine 
antikonvulsive Therapie bei Neonaten oft unumgänglich ist. 
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Für das Medikament Levetiracetam konnte in der Vergangenheit in verschiedenen 
Tierstudien gezeigt werden, dass es im Gegensatz zu etablierten und weitverbreiteten 
Medikamenten wie Phenobarbital und Diazepam keine erhöhte Apoptoserate im 
unreifen Gehirn nach sich zieht (52). Darüber hinaus konnte in einer Tierstudie ein 
vermeintlich direkter neuroprotektiver Effekt im Sinne einer geringeren Apoptoserate 
von Levetiracteam nach hypoxisch-ischämischem Hirnschaden gezeigt werden (67). 
Dabei ist Levetiracetam ein effektives und sicheres Therapeutikum bei Kindern nach 
der neonatalen Periode und bei Erwachsenen. In „off label“-Studien konnte des 
Weiteren gezeigt werden, dass auch ein Einsatz bei Neugeborenen effektiv und sicher 
sein kann (68, 69, 70, 71, 72, 73). In einer Untersuchung an sechs Neugeborenen 
konnte erstmals die gute Effektivität bei offensichtlich hoher Therapiesicherheit 
prospektiv bestätigt werden (73). Eine größere retrospektive Studie mit 280 Kindern 
konnte zeigen, dass Phenobarbital mit einem schlechteren Ergebnis bezüglich der 
neuronalen Entwicklung einhergeht als Levetiracetam (74). 
Um zu untersuchen, inwieweit das Medikament Levetiracetam an deutschen 
Universitätskliniken bereits eingesetzt wird, führten wir eine entsprechende Umfrage 
durch. Dabei konnten wir zeigen, dass bereits in knapp der Hälfte der befragten 
Krankenhäuser erste Erfahrungen beim Einsatz von Levetiracetam gemacht worden 
waren und das Medikament im Allgemeinen als gut verträglich eingestuft wurde. Die 
kurzfristige Anfallsfreiheit lag bei 55%, was angesichts der Tatsache, das Levetiracetam 
nahezu immer als Zweitlinientherapie eingesetzt worden war, durchaus hoch ist. Von 
der Mehrheit der befragten Ärzte wurde Interesse an systemischen, prospektiven 
Untersuchungen zu Levetiracetam bei Neu- und Frühgeborenen bekundet. Zum 
Zeitpunkt dieser Arbeit wurde bisher keine große randomisierte kontrollierte Studie im 
Hinblick auf Sicherheit und Wirksamkeit von Levetiracetam bei Neugeborenen 
veröffentlicht. Aktuell erfolgen sechs Studien zu Pharmkokinetik, Sicherheit, 
Wirksamkeit und Dosisfindung für die Behandlung neonataler Anfälle mit Levetiracetam. 
Vier Studien sind abgeschlossen, die Ergebnisse sind noch nicht publiziert 
(www.clinicaltrials.gov). 
Dies zeigt, welchen Stellenwert der Neuroprotektion in der modernen neonatalen 
Medizin zukommt und von welch großem Interesse dieses Thema für viele in 
Deutschland tätige Ärzte ist. Sowohl Studien, die zum genaueren Verständnis der 
pathophysiologischen Mechanismen beitragen als auch interventionelle 
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Untersuchungen, beispielsweise zur Gabe von Erythropoietin und zum Einsatz 
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